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Показана возможность определения липополисахаридов при помощи фотоакустической спек­
троскопии и термолинзовой спектрометрии в присутствии красителей, образующих с ними 
ионные пары (метилтимоловый синий). Пределы обнаружения липополисахаридов составили 
2 10-9 моль/л для термолинзовой спектрометрии и 1 10~8 моль/л для фотоакустической спект­
роскопии.
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Актуальной задачей современного фармацев­
тического анализа является разработка методик 
определения пирогенов [1,2]. Наиболее часто под 
этим термином понимают эндотоксины, локали­
зованные в наружной мембране грамотрицатель- 
ных бактерий [3. 4], которые с химической точки 
зрения являются липополисахаридами (ЛПС). 
Наличие эндотоксинов в организме в следовых 
количествах кроме пирогенной реакции (повыше­
ния температуры тела) вызывает другие острые 
эффекты: лихорадку, диарею, гипотензию, внут- 
рисосудистое свертывание крови [5, 6].
В настоящее время эндотоксины определяют 
при помощи тестов на животных или при помо­
щи биологических тестов (прежде всего, ЛАЛ-те- 
ста с использованием вытяжек из крови мечех­
воста [3, 4 ]). Эти методы либо не обеспечивают 
высокой чувствительности, либо не имеют дос­
таточной селективности определения. С другой 
стороны, потенциально более селективные хими­
ческие методы определения ЛПС мало разрабо­
таны и ограничиваются спектрофотометричес­
ким определением, не обеспечивающим достаточ­
ной чувствительности определения пирогенов.
Ранее мы показали, что термолинзовая спек­
трометрия как один из высокочувствительных 
методов молекулярной спектроскопии [7, 8] мо­
жет быть использована для фотометрического 
определения липополисахаридов на микрограм- 
мовом уровне, что позволяет увеличить чувстви­
тельность спектрофотометрических методик как 
минимум на порядок и обеспечить необходимый
уровень чувствительности для определения пи- 
рогенных веществ в реальных объектах. Пред­
ставляется интересным расширить число реак­
ций, используемых для термолинзового опреде­
ления ЛПС. С другой стороны, фотоакустическая 
спектроскопия [9] как еще один высокочувстви­
тельный метод молекулярной спектроскопии по­
глощения также удовлетворяет необходимым тре- 
бованиям по чувствительности определения 
ЛПС в реальных объектах [ 10]. В результате зада­
чей данной работы бьіла разработка методик оп­
ределения липополисахаридов методом фотоаку- 
стической спектроскопии и термолинзовой спек­
трометрии по реакциям образования ионных пар 
с катионными красителями.
Экспериментальная часть
Вспомогательные измерения. Для спектро­
фотометрических измерений использовали спек­
трофотометр Shimadzu UVmini-1240СЕ, Япония. 
Измерения проводили на длине волны 540 нм. 
Использовали кварцевые кюветы с длиной опти­
ческого пути I = 1 см. Для измерений pH среды 
использовали универсальный иономер ЭВ-74 с 
водородным индикаторным электродом и хло­
рид-серебряным электродом сравнения. Точ­
ность измерения pH ± 0,05.
Терм олинзовы е измерения. Использована 
установка лазерного термолинзового спектромет­
ра [11]. Термолинза индуцируется в кварцевой 
кювете (длина оптического пути 1= 1 см) излуче­
нием Аг+ лазера Innova 90-6 (Coherent, США) с
Таблица 1
Экспериментальные параметры для конфигурации двухлучевого термолинзового спектрометра
Индуцирующий
лазер
Длина волны; Хр, нм 514,5
Фокусное расстояние фокусирующей линзы; fp, мм 300
Конфокальное расстояние; Z. р, мм 22
Мощность лазера в ячейке; Рр, мВт 80-1500
Диаметр поперечного сечения луча лазера в перетяжке; (о ,^ мкм 60
Зондирующий
лазер
Длина волны; Хп, нм 632,8
Фокусное расстояние фокусирующей линзы; fo, мм 185
Конфокальное расстояние; Z. в, мм 3,1
Мощность лазера в ячейке; Рп, мВт 3
Диаметр поперечного сечения луча лазера в перетяжке; соПр, мкм 25
Другие
параметры
Длина оптического пути при измерении жидких образцов; /, мм 10,1
Расстояние между ячейкой и детектором; см 180
Соотношение площадей поперечного сечения зондирующего и 
индуцирующего лучей в кювете 2,0
Относительное расстояние от перетяжки индуцирующего лазера до 
кюветы 3,1
Частота прерывания; у, Гц 2,5
длиной волныX=514,5 нм (ТЕМ00-мода, мощность 
в кювете с образцом 100 мВт). В качестве зонди­
рующего лазера использован He-Ne лазер SP-106- 
1 (Spectra Physics, США), с длиной волны 632,8 
нм (ТЕМ00-мода, Ртах =10 мВт) (табл. 1). Сигнал 
(интенсивность в центре пробного луча) с фото­
диода подается на плату АЦП-ЦАП компьютера 
типа IBM PC/AT. Синхронизация процесса изме­
рений осуществляется компьютером при помощи 
специальной программы [11]. Относительное 
стандартное отклонение измерений на спектро­
метре 0,014),02.
Ф отоакустические изм ерения. Источни­
ком светового импульса являлся лазер на АИГ: 
Nd+3 с каскадным умножителем частоты во вто­
рую гармонику (длина волны X = 0,53 мкм). Энер­
гия в импульсе гармоники измерялась с помощью 
измерителя средней мощности и энергии лазер­
ного излучения ИМО-2М и составляла 15 мДж.
Частота следования импульсов была равна 0,5 ГЦ. 
При проведении эксперимента контроль энергии 
осуществлялся фотодиодом, предварительно от­
калиброванным для длины волны X = 0,53 мкм 
при указанной энергии. Лазерный луч проходил 
через центр ячейки, а в 15 мм от луча помещался 
пьезодатчик (чувствительность -  20 мкВ/Па, по­
лоса 1 МГЦ). Сигнал регистрировался первым ка­
налом цифрового осциллографа С9-8. Для конт­
роля энергии использовался второй канал осцил­
лографа. Запуск лазера осуществлялся импуль­
сами с генератора Г5-60 (5 В, 20 мкс, 0,5 ІЦ). Син­
хронизация осциллографа обеспечивалась пере­
дним фронтом импульса с фотодиода. После каж­
дого импульса данные через интерфейсы КОП 
поступали в компьютер, где обрабатывались и 
записывались на жесткий диск в виде текстово­
го файла. Схема экспериментальной установки 
представлена на рис. 1.
Рис.1. Схема установки для фотоакустического определения липополисахаридов.
Реагенты и растворители. В работе исполь­
зовали следующие реагенты: гидроксид натрия 
(водный раствор), ч.д.а.; натрий углекислый без­
водный, ч.д.а; краситель метилтимоловый си­
ний, Chemapol, х.ч.; карбоцианиновый краси­
тель, Merck, х.ч.; эриохромцианин R, Chemapol, 
х.ч.; пирокатехиновый фиолетовый, Союзреак- 
тив, х.ч.; бактериальная культура липополисаха- 
рида, выделенная из Salmonella tiphy 110, пр-ва
завода Бактериальных препаратов им Н.Ф. Шма- 
леи, Москва. Все растворы готовили непосред­
ственно перед экспериментом. Для приготовле­
ния растворов использовали свежеперегнанную 
дистиллированную воду. Взвешивания проводи­
ли на аналитических весах с точностью до 0,1 мг. 
Стеклянную лабораторную посуду и кюветы вы­
мачивали в концентрированной азотной кисло­
те и промывали дистиллированной водой.
Методики.
Спектрофотометрическое определение липо- 
полисахаридов. К 1 мл раствора ЛПС в водном ра­
створе карбоната натрия (pH 11) с концентраци­
ей (2 -  10) 10 8 моль/л прибавляют водный ра­
створ метилтимолового синего (2 • 10 ь моль/л) и 
доводят общий объем раствора до 4 мл раствором 
карбоната натрия (pH 11). Измеряют оптическую 
плотность при длине волны 585 нм (в максимуме 
полосы поглощения окрашенного соединения). 
Контрольный опыт готовят аналогично, но вмес­
то липополисахарида добавляют раствор карбо­
ната натрия (pH 11). По полученным данным 
строят градуировочную зависимость оптической 
плотности от концентрации ЛПС и используют 
ее при анализе образцов неизвестной концент­
рации.
Термолинзовое определение липополисахари- 
дов. К 1 мл раствора ЛПС в водном растворе кар­
боната н атри я  (pH 11) с кон цен траци ей  
(2 — 10) 10 8моль/л прибавляют водный раствор 
метилтимолового синего (1,5 10 ьмоль/л) и до­
водят общий объем раствора до 4 мл раствором 
карбоната натрия (pH 1 1). Измеряют термолин­
зовый сигнал при 514,5 нм (Р = 95 мВт). Конт­
рольный опыт готовят аналогично, но вместо ЛПС 
добавляют раствор карбоната натрия (pH 11). По 
полученным данным строят градуировочную за­
висимость оптической плотности от концентра­
ции ЛПС и используют ее при анализе образцов 
неизвестной концентрации.
Фотоакустическое определение липополиса- 
харидов в отсутствие красителя. В кювету для 
фотоакустических измерений (длина оптичес­
кого пути I = 4 см) приливают 8 мл водного ра­
створа ЛПС (4 10 8 моль/л). Доводят общий
объем раствора до 80 мл фильтрованной дис­
тиллированной водой. Измеряют фотоакусти- 
ческий сигнал (длина волны X = 532 нм, энер­
гия лазерного излучения 15 мДж), число усред­
нений 300.
Фотоакустическое определение липополисаха- 
ридов с метиттшоловым синим. В кювету для фо­
тоакустических измерений (длина оптическо­
го пути I = 4 см) приливают 8 мл раствора ЛПС 
(4 10 й моль/л) в водном растворе карбоната на­
трия (pH 11). Добавляют 2 мл раствора метилти­
молового синего с концентрацией 4 • 105 моль/л. 
Доводят общий объем раствора до 80 мл раство­
ром карбоната натрия (pH 11). Измеряют фото- 
акустический сигнал (длина волны X = 532 нм, 
энергия лазерного излучения 15 мДж), число ус­
реднений 100. Определяют амплитуду сигнала и 
строят градуировочный график.
Результаты и их обсуждение
Использование в качестве катионного краси­
теля для образования ионных пар предложенно­
го в литературе индикатора хинальдинового си­
него [ 12] невозможно из-за его малой доступнос­
ти и высокой цены коммерческих препаратов. 
Поэтому провели поиск среди аналогичных ему 
доступных катионных красителей трифенилме- 
танового ряда. В результате выбраны следующие 
красители: эриохромцианин R, метилтимоловый 
синий, пирокатехиновый фиолетовый. При реак­
ции с красителями эриохромцианином R и пиро- 
катехиновым фиолетовым образования ионных 
пар не наблюдалось, спектры чистых растворов 
красителей и растворов, содержащих ЛПС, совпа­
ли. Напротив, как видно из рис. 2, при реакции 
образования ионных пар между липополисаха- 
ридом и метилтимоловым синим происходит уве­
личение оптической плотности в максимуме по­
лосы поглощения красителя. Таким образом, в 
дальнейшей работе использовали метилтимоло­
вый синий.
Рис.2. Спектры поглощения продуктов образования ионных 
пар ЛПС и метилтимолового синего (2 10*6 моль/л) в среде 
0,2 М карбоната натрия. Концентрация ЛПС равна, 
соответственно: 1 -  0, 2 -  1 0 7 моль/л, 3 - 2  ■ 10'7 моль/л,
4 — 3 1 0 7 моль/л, 5 - 3 , 8  1 0 7 моль/л.
Спект рофот омет рическое определение  
ЛПС по реакции  с м ет илт им оловы м  синим.
Известно [15], что метилтимоловый синий нахо­
дится в необходимой для образования ионных пар 
с ЛПС в форме (H2Ind) при pH 11 (синяя форма). Все 
измерения проводили в присутствии 0,2 М карбо­
ната натрия для поддержания необходимого зна­
чения pH. Проведена оценочная характеристика 
образующихся по реакции ионных пар в интерва­
ле длин волн 400 -  700 нм. При постоянной кон­
центрации красителя в среде варьировали коли­
чество ЛПС в пределах п 107 -  п 10 8 моль/л. 
Максимум полосы поглощения полученного окра­
шенного соединения для всех растворов находит­
ся на длине волны 585 нм (рис. 2). Увеличение кон­
центрации ЛПС в среде приводит к линейному
росту оптической плотности на длине волны, со­
ответствующей максимуму полосы поглощения 
красителя. Это позволило применять для опре­
деления липополисахаридов метод градуировоч­
ного графика.
Для обеспечения полного протекания реакции 
концентрацию красителя брали с десятикрат­
ным избытком по отношению к ЛПС. С целью 
снижения сигнала контрольного опыта варьиро­
вали концентрацию красителя в среде, исходя из 
предположения, что только один мономер в по­
вторяющейся полисахаридной цепочке ЛПС об­
разует ионную пару с одной молекулой красите­
ля [ 16]. В результате выбрали концентрацию кра­
сителя 2 ЮЛѵюль/л. Уравнение градуировочно­
го графика в Максимуме полосы поглощения ион­
ных пар при 585 нм:
А = (3,43 ± 0,18) 105с+(4,8± 1,2)- ЮЛ 
г = 0,9910, п=24,Р=0,95
(с-концентрация ЛПС, моль/л); предел обнару­
жения (по За-критерию) составил 2 10-8 моль/л. 
Для дальнейшего сравнения с термолинзовыми 
измерениями получено уравнение градуировоч­
ного графика для длины волны 514.5 нм:
А = (2,74±0,15) 105с + (3,4± 0,9) ЮЛ 
г= 0,9962, п= 25, Р= 0,95
предел обнаружения 3 10-8 моль/л, диапазон оп­
ределяемых содержаний 1 IO-7 -  1 IO"* моль/л, 
воспроизводимость измерений в этом диапазо­
не не ниже 5%. В целом, чувствительность спек­
трофотометрической методики достаточно вы­
сока для перехода к термолинзовым измерени­
ям.
Термолинзовое определение липополиса­
харидов по образованию  ионны х пар с ме- 
т илт им оловы м  синим . Выбор длины волны 
термолинзового спектрометра (514.5 нм) обуслов­
лен ее близостью к максимуму полосы поглоще­
ния ионных пар J1 ПС и красителя метилтимоло- 
вого синего. Исследовали устойчивость метилти- 
молового синего к воздействию лазерного излу­
чения. В качестве модельного раствора исполь­
зовали растворы красителя в среде 0,2 М карбо­
ната натрия (от 5,0 10_7до2,5 10"6 моль/л). Для 
всех исследуемых растворов наблюдался стабиль­
ный устойчивый сигнал при облучении лазер­
ным излучением при длине волны ^(> = 514,5 нм 
и мощности лазерного излучения Рс = 300 мВт.
Уравнение зависимости термолинзового сиг­
нала от концентрации красителя при длине вол­
ны 514,5 нм имеет вид (мощность лазерного из­
лучения Ре= 128 мВт):
д = (8,7± 0,4) 104с+(1,1 ±0,7)- ЮЛ 
г= 0,9933, п= 16,Р=0,95
(с -  концентрация красителя, моль/л). По полу­
ченной градуировочной зависимости выбрана 
концентрация красителя, 1,5 10_6 моль/л, так 
как она обеспечивает уровень термолинзового 
сигнала, высокую чувствительность, хорошую 
инструментальную воспроизводимость термо­
линзовых измерений (sr = 0,01 + 0,02) и достаточ­
ное изменение сигнала при образовании ион­
ных парс ЛПС.
Провели определение ЛПС при помощи термо­
линзовой спектрометрии. Уравнение градуиро­
вочного графика при длине волны 514,5 нм (мощ­
ность лазерного излучения Ре = 128 мВт):
іс) = (1,67± 0,08)- 106с+(3±2) ЮЛ 
г=0,9967,71=21,Р=0,95
(с-концентрация Л ПС, моль/л): предел обнару­
жения составил 2 Ю~9 моль/л, диапазон опреде­
ляемых содержаний от 5 Ю~9 до 5 10-7 моль/л, 
относительное стандартное отклонение измере­
ний в этом диапазоне не ниже 6%. Таким обра­
зом, применение термолинзовой спектрометрии 
позволяет снизить предел обнаружения и ниж­
нюю границу определяемых содержаний ЛПС 
более чем на порядок по сравнению с традицион­
ной спектрофотометрией.
В целом, предложенная методика в ее спект­
рофотометрическом и термолинзовом вариантах 
может быть использована для определения ЛПС 
из их чистых растворов. Показано, что при опре­
делении ЛПС метилтимоловый синий может за­
менить часто упоминающийся в литературе хи- 
нальдиновый синий, использование которого 
затруднительно из-за его малой доступности и 
дороговизны.
Ф от оакуст ическое определение липопо­
лисахаридов. В фотоакустических эксперимен­
тах исследовали разницу акустических откликов 
чистой воды и растворов ЛПС под действием ла­
зерного излучения, вызванных влиянием ЛПС 
как высокомолекулярных соединений на харак­
теристики среды. Эксперименты поставлены в 
двух вариантах: в отсутствие красителя и, ана­
логично спектрофотометрическому и термолин­
зовому определению, с красителем, образующим 
ионные пары с ЛПС (для одновременного увели­
чения коэффициента поглощения растворов и, 
следовательно, интенсивности сигнала, а также 
появления сигнала, вызванного химическим 
взаимодействием в системе). Анализ сигнала 
(число усреднений п = 50 500) проводили по ам-
гиштуде и частотам колебаний фотоакустическо- 
го сигнала [10, 14].
Фоггюакустическое определение лигюполисаха- 
ридов в отсутствие красителя. Очевидно, что 
наиболее привлекательным вариантом фотоаку- 
стического определения ЛПС является такой, в 
котором не используются дополнительные реа­
генты. Поэтому провели исследование сигналов 
чистой воды и растворов ЛПС в отсутствие кра- 
ситеяя. Воду, используемую для анализа, пред­
варительно фильтровали для удаления пыли и 
других взвесей, так как эти частицы вносят свой 
вклад в акустический сигнал раствора. Сигнал 
чистой фильтрованной воды находился на уров­
не шума (рис. 3).
t, МКС
Рис.З. Усредненный фотоакустический сигнал: 1 -  сигнал 
фильтрованной дистиллированной воды с перекрытым 
лучом; 6 и 5 -  сигнал фильтрованного раствора ЛПС, 
с = 2 10'7 моль/л (до фильтрации); 6 -  сигнал зарегистрирован 
сразу, 5 -  спустя 30 мин, 3 -  сигнал фильтрованной 
дистиллированной воды; 4 -  сигнал фильтрованной 
дистиллированной воды; 2 -  сигнал нефильтрованной 
дистиллированной воды.
Для выбранного режима фотоакустических 
измерений предел обнаружения рассчитывают 
как минимальную концентрацию определяемо­
го соединения, обеспечивающую значимое (15%) 
изменение сигнала фона [13, 14]. В результате 
фотоакустический предел обнаружения ЛПС со­
ставил 4 10 '8 моль/л. Различие средних сигна­
лов воды и водных растворов липополисахаридов 
с меньшими концентрациями незначимо. Ниж­
няя граница определяемых содержаний (соот­
ношение сигналов пиков в присутствии липо­
полисахаридов и в их отсутствие 1,25) состави­
ла 1 10-7 моль/л Таким образом, показана прин­
ципиальная возможность способа фотоакустичес- 
кого определения ЛПС по их влиянию на харак­
теристики среды, хотя его чувствительность ока­
залась недостаточна для задач фармацевтичес­
кого анализа.
Фотоакустическое определение липополисаха­
ридов с красителями, образующими ионные пары  
Поскольку основной задачей на данном этапе 
работы являлось обнаружение селективных раз­
личий сигнала в фотоакустической системе в от­
сутствие и присутствии ЛПС, методики термо­
линзового определения перенесли на фотоакус­
тический эксперимент практически без измене­
ний. Концентрацию метилтимолового синего ва­
рьировали в пределах 1,0 10“7до8,0 10"7 моль/л. 
В качестве оптимальной выбрана концентрация 
4,0 • 10'7 моль/л. При добавлении красителя к 
воде и ЛПС соотношение сигналов ЛПС: фон (ди­
стиллированная апирогенная вода) увеличилось 
в полтора раза по сравнению с отсутствием кра­
сителя. Анализ фотоакустических данных позво­
лил нам заключить, что рост сигнала вызван 
именно ростом суммарной оптической плотнос­
ти растворов, а не реакцией образования ионных 
пар, то есть метилтимоловый синий в фотоакус­
тических исследованиях ЛПС выступает как 
инертный компонент.
В результате предел обнаружения составил 
1 10 8 моль/л, нижняя граница определяемых
содержаний — 2 10-8 моль/л. Верхнюю границу 
определяемых содержаний не оценивали, одна­
ко определение ЛПС на уровне п 10-7 моль/л ха­
рактеризуется относительным стандартным от­
клонением порядка 2 % В целом, фотоакусти- 
ческая спектроскопия может быть использова­
на для определения ЛПС на уровне содержа­
ний п • 10-8 ч- п 10-7 моль/л. При этом чувстви­
тельность определения по сравнению с традици­
онной спектрофотометрией возрастает в четыре 
раза. Таким образом, хотя чувствительность фо- 
тоакустического определения ЛПС уступает тер­
молинзовому варианту, она приближается к ха­
рактеристикам, требуемым в фармацевтическом 
анализе. Кроме того, фотоакустический и термо­
линзовый методы фактически дополняют друг 
друга: термолинзовая спектрометрия регистри­
рует образования ионных пар краситель-ЛПС, в 
то время как фотоакустическая спектроскопия 
позволяет зафиксировать изменение оптоакусти­
ческих характеристик водной среды в присут­
ствии ЛПС. Таким образом, совместное исполь­
зование обоих методов существенно увеличива­
ет селективность определения ЛПС, так как по­
глощающие соединения, мешающие в термолин­
зовой спектрометрии, не влияют на фотоакусти- 
ческие измерения и наоборот, компоненты, вли­
яющие на оптоакустические параметры воды 
(например, белки), не сказываются натермолин-
зовом определении.
Наиболее важной частью данной работы мы 
считаем то, что показана принципиальная воз­
можность определения ЛПС по их влиянию на па­
раметры среды в фотоакустическом эксперимен­
те, а также возможность как термолинзового, так 
и фотоакустического детектирования ионных
пар ЛПС с катионными красителями на уров­
не п 10 н -  п 10 7 моль/л, что ранее не было дос­
тигнуто. Это позволяет рассчитывать на появле­
ние в ближайшем будущем новых высокочувстви­
тельных методов определения пирогенных веществ.
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DETERMINATION OF LIPOPOLYSACCHARIDES BY PHOTOACOUSTIC SPECTROSCOPY AND 
THERMAL LENS SPECTROMETRY.
N.V.Orlova, A.V.Brusnichkin, A.V.Fokin, O.B.Ovchinnikov, M.A.Proskurnin, S.V.Egerev
The principal potential of the determination of li popolysaccharides by photoacoustic spectroscopy 
and thermal lens spectrometry by ion-pair formation with Methyl Thymol Blue dye was shown. The limits 
of detection of li popolysaccharides were 2 109 mol for thermal lens spectrometry and 1 10~8 for 
photoacoustic spectroscopy.________________________________________________________________________________________________
